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摘要 :寡聚核苷酸及其衍生物能选择性调节基因表达。在反义技术中 ,寡聚核苷酸可以 mRNA 的专一序列或双链 DNA
的特定序列为靶点 ,阻止遗传信息向蛋白质的流动 ;也可与双螺旋 DNA 专一序列结合形成三链 DNA ,阻止基因转录或 DNA
复制。反基因寡聚核苷酸以其独特的结构和优于反义 RNA 的技术特点 ,为恶性肿瘤的治疗提供了新的途径。
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达和基因表达的错误 ,以达到治疗的目的。自 1990 年
美国科学家首次完成了 1 例联合免疫缺陷综合征的基
因治疗并取得较好的疗效以来 ,肿瘤的基因治疗研究




免疫基因治疗[3 ,4 ] 、自杀基因的靶向化疗[5 ,6 ]和以抗体
为基础的基因治疗[7 ,8 ] 以及肿瘤治疗的反义技
术[9 ,10 ,11 ]等具有广阔发展前景的肿瘤基因治疗的研








起来的反基因技术比反义 RNA 治疗更进一步 ,它是通
过寡聚核苷酸片段与双链 DNA 结合形成局部的三链
结构来抑制基因的转录 ,从而调控基因的表达。由于
遗传信息从 DNA 流向 RNA 是一个遗传信息放大的过
程 ,而反基因技术是在转录水平发挥作用的 ,因而较反




早在 1953 年 Pauling 和 Corey 就提出了三螺旋核
酸的结构模型 ,1957 年Davies 等在研究 poly[ rA]和 poly
[ rU] 的相互作用时 , 发现它们能形成一种三螺旋
RNApoly[ rA]·2poly[ rU ] ,并首次基于实验结果提出了
三螺旋核酸的概念。60 年代初 Lipsett 和 Howard 先后
报道了质子化 poly[ rC]和 poly[ rG]·poly[ rC]双螺旋能
发生相互作用而形成三螺旋DNA 结构。70 年代初期 ,




的位点。分析这些位点的 DNA 序列 ,发现它们通常都
含有对应重复同型嘌呤2同型嘧啶序列。将人工合成
的这种序列插入到负超螺旋质粒的 DNA 中 ,结果与在
染色质中一样 ,它们对 S1 核酸内切酶也高度敏感。
1987 年 Mrikin 等将一段含有对应序列 (称为 H2回文序
列)的 Pu·Py 区段插入到质粒 DNA 中 ,构建成人工质
粒 ,发现在酸性条件下可通过链的自身回折形成一种
质子化的三螺旋 DNA (称 H2DNA) 。Gowers 等[12 ,13 ]通
过实验证实了 DNA 三螺旋在含有很多吡啶间隔的靶
位点能形成并通过胞嘧啶的质子化进行稳定的三螺旋
结构。与双螺旋 DNA 不同 ,三螺旋 DNA 的组成结构
单元是三碱基体 ,它有两种基本类型 :一种是嘧啶2嘌
呤2嘧啶型三碱基体 ,如 T·AT 和 C+ ·GC ;另一种则是
嘌呤2嘌呤2嘧啶三碱基体 ,如 G·GC 和 A·AT 等 ,这些
三碱基体的形成具有专一性 ,具体体现在 T(A) 和 C+
( G)分别要与 Watson2Crick 碱基对通过 Hoogsteen 氢键
结合。另外 ,最近研制的一种对核酸酶的稳定性和膜
透性都有所提高的新型 DNA 模拟物肽核酸 (peptide
·472· 国外医学肿瘤学分册 　2001 年 8 月 　第 28 卷 　第 4 期
nucleic acid ,PNA) ,它是一种以 22氨基乙基甘氨酸为基
本单元的多肽核酸 ,可以通过一个甲基羰基把碱基与
类肽链骨架相连 ,它与 DNA 及 RNA 之间除了 Watson2
Crick 配对外 ,还可以通过 Hoogsteen 配对形成 PNA2
DNA(RNA)2PNA 的三链结构。PNA 与互补的 DNA 或
RNA 结合具有高度的专一性 ,具备与靶基因形成二聚
体的能力。PNA 与 DNA 或 RNA 结合形成稳定的 Wat2
son2Crick 键 ,其亲和力较相应的 DNA 和 RNA 之间的
高 ,PNA 与DNA 杂交 Tm 值同相应的DNA2DNA 杂交复
合物相比 ,每碱基对的 Tm 值至少升高 1 ℃。这种稳定
性增加是由于 PNA2DNA 的中性骨架之间排斥力小及
空间结构易于配对所致。进一步的研究表明 , PNA2
RNA杂交 Tm 值较 PNA2DNA 杂交值高 ,而且同 PNA2
DNA 双链相比 ,PNA2RNA 双链结合速率更快 ,解离速
度相对较慢[14 ] 。因此 , PNA 与相同序列的 DNA、RNA
和 PNA 杂交稳定性依次为 PNA2PNA、PNA2RNA、PNA2







年 Cooney 等首先证实了这一设想 ,他们根据 c2myc 基
因的 P1 (promoter1) 启动子区的序列 ,以 R·RY型配对
方式合成了一段 27bp 的能形成三链结构的寡聚核苷
酸序列 ,通过电泳迁移分析和 DNaseI 印迹实验显示了
其能与靶序列结合并形成稳定的双螺旋结构。体外转
录系统中 ,寡聚核苷酸能特异地抑制 c2myc 基因的转






des ,ODN)的作用机制是在 DNA 结合蛋白 (如甲基化








基因的失活。由此可见 ,反基因 ODN 作为药物其作用
的机制简单 ,这也就为其发展为抗肿瘤药物提供了可








抗肿瘤药物创造了条件。其次 ,反基因 ODN 的化学改
性作用 ,克服了细胞内限制性内切酶对未改性 ODN 的
快速水解作用 ,延长了反基因 ODN 在细胞内的半衰
期。目前化学改性主要采用甲基化磷酸、硫酸磷酸酯
和磷酰胺类似物代替硫酸二酯键的骨架 ,其中采用最











苷酸序列 ,使它们能够与靶 DNA 双链形成三链状结
构 ,封闭目的基因 ,使其不能正常表达 ,为肿瘤的治疗
提供了新的方向。1988 年 ,Cooney 等用癌基因 c2myc
进行研究 ,设计在基因的控制区上构建能形成三螺旋










制区 ,并选择性地阻止其转录成 mRNA ,以达到阻止基
因表达的目的。研究表明 ,针对基因编码区的反基因
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的形成进行研究 ,其中以对 c2myc 基因的研究最为深
入 ,结果表明反基因 ODN 不仅能在体外转录体系中抑
制 c2myc 基因的转录[16 ] ,而且还可通过形成特异三螺
旋结构 ,在 Hela 细胞内同样能够阻止 c2myc 基因的转
录[17 ] 。Thomas 等[18 ] 在研究 MCF27 乳腺癌细胞时发
现 ,形成三链 DNA 的寡聚核苷酸片段能够特异性地抑
制原癌基因 c2myc 的表达。另外 ,人多药耐药基因
mdr1 编码一种跨膜糖蛋白 ,其高效表达与肿瘤细胞的
耐药有关 ,从而降低了肿瘤化疗治疗的效果。Scaggiant
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